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摘 要 
实际操作中，聚合酶链式反应（PCR）存在某些局限性，如重复性差、扩
增效率低等问题。为此研究人员进行了积极的探索和改进，尝试将纳米材料引
入 PCR 体系进行优化，并取得了阶段性成果。石墨烯作为一种新兴纳米材料，
具有特殊的表面效应和尺寸效应，能够进行多种修饰，易与生物大分子蛋白质、
核酸等相互作用，对提高 PCR 扩增特异性和效率都有明显的效果，具有非常重
要的理论意义和应用价值。本文制备了不同尺寸及功能化的石墨烯，研究其作
为添加剂对 PCR的影响，并探讨其潜在的影响机制，主要研究结果如下： 
1. 不同尺寸石墨烯的制备：以天然石墨为原料，采用改进的 Hummers 法制备
了氧化石墨烯，以水合肼为还原剂，在氨水中制备了还原石墨烯。通过超声
及分级离心制备小片及大片的单层石墨烯，小片尺寸约 50 nm，大片尺寸约
500 nm； 
2. 功能化石墨烯的制备：根据研究的需要，制备了三种不同性质聚合物修饰的
石墨烯。包括原位聚合带负电荷的丙烯酸（GO-PAA），带正电荷的丙烯酰
胺（GO-PAM），以及共价修饰不带电的聚乙二醇（GO-PEG），经过修饰的
石墨烯均表现为可溶性好，片层增厚； 
3. 石墨烯及其衍生物对 PCR 的影响：分别在 PCR 体系中加入不同尺寸及功能
化的石墨烯，以 pET-32a质粒 DNA为模板进行多轮 PCR扩增。结果表明，
氧化石墨烯明显抑制 PCR 反应，其中小片氧化石墨烯的完全抑制浓度更低；
相同浓度下，还原石墨烯不同尺寸的影响效果区别不大，并均能在多轮
PCR 中增强反应特异性；功能化的石墨烯中，GO-PAA 对反应的抑制作用最
显著，GO-PAM 次之，GO-PEG 抑制作用最小，并且 GO-PAM 在一定浓度
下能增强 PCR特异性； 
4. 影响机理探究：PCR 体系复杂，本文选取体系中至关重要的 Pfu 酶为对象，
计算了决定反应扩增效率及特异性的拇指区和外切酶区的净电荷，提出了石
墨烯改变聚合酶构象的可能性。最后，通过 MOE 软件模拟了力场中不同聚
合物及石墨烯与 Pfu酶的亲和力，结果表明 PEG的亲和力更强。 
关键词： 聚合酶链式反应；石墨烯；尺寸；功能化 
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Abstract 
Polymerase chain reaction (PCR) is a critical scientific technique in molecular 
biology. In practice, the PCR has some limitations, such as poor reproducibility and 
low amplification efficiency. With the higher demand, recently, researchers have 
demonstrated various effects that take place when nanomaterials are used as additives. 
Graphene, a novel class of popular nanomaterials which has special surface effects 
and size effects, can be easily interaction with biological macromolecules such as 
proteins, nucleic acids, etc. It has identified to improve the specificity and efficiency 
of PCR amplification. In this thesis, we prepared size different and functionalized 
graphene to study their effect on the PCR as additives, and investigated the underlying 
mechanisms of action. The major results of the thesis are outlined as follows: 
1. Graphene oxide (GO) was synthesized from natural graphite through modified 
Hummers method. Reduced graphene oxide (RGO) was prepared in ammonia with 
hydrazine hydrate as reducing agent. Then, we sonicated and separated the existing 
dispersion, obtained mean flake length of 50 nm and 500 nm, respectively. 
2. Graphene composites can be produced via in situ intercalative polymerization of 
monomers. Based on the experiment, we prepared three different graphene/polymer 
composites. Including in situ polymerization of negatively charged acylic acid 
(GO-PAA) and positively charged acrylamide (GO-PAM). Besides, uncharged 
polyethylene glycol was covalently attached on graphene nanoplatelets (GO-PEG). 
The results show that the graphene/polymer composites could be well-dispersed in 
water and the thickness were in the range of 1~3 nm. 
3. In the PCR system, pET-32a plasmid DNA was used as the template. The PCR 
amplification will be inhibited when the added GO at higher concentrations. When 
adding RGO to the system, the specificity would be improved further with an 
optimum concentration in repeated ampliﬁcation. In addition, the graphene/polymer 
composites with different surface-charge polarity were separately added into the 
PCR reaction mixture at different concentrations to optimize the PCR. The results 
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showed that, negatively charged GO-PAA will inhibit the PCR completely when the 
final concentration is 4.8 µg/mL. Meanwhile, The PCR will be inhibited when the 
positively charged GO-PAM in the the presence of 8.0 µg/mL. However, it was 
able to improve the specificity at optimum concentration. In contrast, the 
neutralized GO-PEG did not inhibit the PCR until the final concentration exceeded 
9.6 µg/mL. The experient suggested that the surface-charge polarity is important in 
the PCR amplification. 
4. In the end, we explored the fundamental mechanism of the effects of graphene-
based derivatives. Based on the above findings, nanomaterials surface interaction 
certainly played an important role in the PCR system. Pfu DNA polymerase was the 
most crucial substance in nanomaterials effects. We found that the surface 
interaction between ploymerse and derivatives may play an important role in the 
PCR system. Finally, through the MOE software simulates the force field in affinity 
of different polymers and Pfu enzyme results showed the strongest affinity for PEG. 
Keywords: Polymerase chain reaction; Graphene; Sheet size; Functionlization 
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第一章 绪论 
1.1 聚合酶链式反应概述 
        当今分子生物学主流技术包括分子克隆（molecular cloning）、分子杂交与
印迹（molecular hybridization and blot）、测序及人工合成（ sequencing and 
synthetic）、聚合酶链式反应（polymerase chain reaction, PCR）等。其中，PCR
技术由于快速简便、特异性强、自动化程度高等优点已成为生物医学领域最常
用、最重要的研究方法之一。早在 20世纪 60年代，美国科学家 A. Kornberg和
他的同事就已经提出了核酸体外扩增的想法[1]，以期在基因化学合成中减少工
作量，但由于当时的 DNA 序列分析方法并不成熟，使得 Kornberg 的设想难以
实现，并很快被人们遗忘。直到 1985年，美国 PE-Cetus 公司的 Kary Mulist 等
人[2]使用 E.coli DNA 聚合酶 I 的 Klenow 片段成功实现了这一设想，在体外扩
增出哺乳动物基因，并将这一方法命名为聚合酶链式反应（PCR），Mulist 博士
因此获得 1993 年诺贝尔化学奖。然而，由于当时 PCR 技术并不成熟，特别是
没有发现耐热的 DNA 聚合酶，因此需要在实验过程中反复加入，极为不便。
1988 年，Saiki 等人[3]从水生嗜热杆菌（Termus aquaticus）中提取得到一种热
稳定的 DNA 聚合酶（Taq DNA polymerase），大大提高了实验效率，才使得
PCR技术得到广泛的应用。 
此后二十多年，PCR技术得到长足的发展。不仅在常规 PCR的基础上，衍
生出了多重 PCR (Multiplex PCR)、不对称 PCR (Asymmetric PCR)、反向 PCR
（Inverse PCR）、锚定 PCR (Anchored  PCR)等多种类型，应用范围也不断扩大，
不仅在基因分析[4, 5]、指纹鉴定[6]、环境检测[7]、食品检验[8-10]等生物学领
域得到广泛应用，甚至延伸至其它非生物学领域[11-13]。 
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1.1.1 PCR原理及基本过程 
        PCR 是指一种体外选择性扩增 DNA或 RNA片段的技术，每次扩增都以上
一次扩增的产物作为模板，使得目标产物呈指数增长，短短几小时增加数百万
倍。相比于体内的 DNA 复制，体外的 PCR 过程是通过反复的升降温来控制的，
扩增效果更具有特异性。它的特异性主要是由引物与模板 DNA 两端区域碱基
互补来决定的，即每一轮扩增都以某一端引物为起点，在反复的扩增过程中最
终累积下来的就是以两端引物为端点的目标产物。由于每一轮扩增均以上一轮
扩增的模板和产物作为该轮 DNA 扩增的模板，因而能够使得目标产物达到指
数级增长（图 1-1）。 
PCR 体系的基本组成包括缓冲液系统（reaction buffer system）、待扩增的
DNA 模板（ template）、特定序列的引物（primers）、耐热的 DNA 聚合酶
（thermostable DNA polymerase）、4种脱氧核糖核苷酸的底物（dNTP），这些成
份都是保证 PCR 顺利进行的必要条件。除此以外，为了达到某些特殊的扩增要
求，有时也会加入一些小分子或纳米材料用来抑制或促进 PCR 的进行。比较常
见的 PCR体系配方如表 1-1所示。 
 
表 1-1 标准 PCR体系 
Table 1-1 Standard PCR system 
反应组分 25 μL体系 
10×buffer缓冲液 2.5 μL 
4种 dNTP mixture 50-200 μM 
正向（反向）引物 0.05-0.2  μM 
模板 0.1-0.5 ng 
DNA聚合酶 1-2.5 U 
水 至 25μL 
 
PCR 基本过程就是一个升温-降温的循环往复的过程，随着工程技术的发展，
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全自动化的 PCR 仪已完全取代最初的人工操控，而且向着更精准，更智能的
 
图 1-1 PCR工作原理 
Figure1-1 Principle of PCR 
 
方向发展。具体而言，每一轮 PCR循环分为以下三个步骤： 
（1） 热变性：模板 DNA在高温下（93-96 ˚C）经过一定时间（约 30 s），会发
生双螺旋结构的氢键断裂而变性，形成单链，同时引物的局部双链也会
消除，为下一步退火做准备； 
（2） 退火（复性）：当温度降低至引物的半解链温度（40-65 ˚C）时，上一步
中变性模板的相应区域与引物通过碱基互补配对结合，形成局部双链； 
（3） 延伸：在体系温度升高至 70 ˚C 左右时，上一步形成的局部双链会被
DNA聚合酶识别，以 dNTP为原料，按照碱基互补配对原则，从 5’到 3’
方向合成一条新链，完成 DNA的半保留复制。 
        以上三个步骤的反复进行，便能使得目标 DNA 产物呈指数级增长。短短
2-3 h 即可完成 30-40 次热循环，产物量能达到起始模板量的 230 倍以上。因此，
即使微量的模板也能得到大量的产物用来进行后续的实验操作。 
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1.1.2 PCR的技术特点及影响因素 
经过近三十年的快速发展， PCR 已经成为分子生物学一门相当重要且十分
成熟的技术手段，主要由于它具有以下三个特点：  
（1） 高效性：是指相对较短的时间，相对较少的 PCR 循环次数也能得到较多
的目标产物，如在 2-3 h 内，皮克（pg）级的 DNA 模板也能得到微克
（μg）级的目的产物； 
（2） 高特异性：是指扩增产物的一致性，即得到的非目的产物、引物二聚体
都相对较少； 
（3） 高保真性：是指扩增的目的产物与模板碱基序列的一致性，即在扩增过
程中碱基错配、丢失、插入的几率都较低。 
理想的 PCR 结果应该是高效性、特异性和保真性都能达到较高的水平，但
在实际操作过程中却不尽如人意，存在一些不足亟待改进。例如，PCR 虽然在
反应初期呈指数增长，但随着产物的逐渐累积，反应将进入平台期，这时扩增
效率降低，并出现大量非特异性扩增。另外，尽管首轮 PCR 特异性较高，但在
多次重复扩增过程中，特异性会大大降低，三轮以后基本得不到目的产物。研
究表明，影响这三个指标的因素众多，包括各种组分，反应参数的设置，硬件
条件等，而且在影响其高效性、特异性、保真性的方向上不具有一致性。因此，
在优化 PCR 的过程中，首先要明白哪个指标是研究过程是最为重要的，以防顾
此失彼、因小失大，其次要弄清楚优化的条件和方法，有的放矢，寻找最适条
件，以达到最佳的扩增效果。下面就具体的影响因素及优化策略作详细说明。 
（1）核酸模板 
首先，核酸模板都应该是已经预先除去蛋白酶、核酸酶、非模板序列等杂
质的 DNA或 RNA，任何微量的杂质残留造成的影响都会在 PCR过程中呈指数
级放大，带来严重的后果，导致实验失败[14]。研究表明，只有在 PCR 体系中
加入单一拷贝的的核酸作为模板才能获得最好的特异性和保真性，但扩增效率
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却会大大降低；其次，模板的浓度对 PCR 的扩增效率有显著影响，一定范围内
模板浓度与扩增效率呈正相关，但是却会降低特异性和保真性。因此，加入适
量的模板对 PCR 反应的效果至关重要。需要指出的是，对于不同种类的模板
（如人类基因组 DNA、大肠杆菌 DNA、噬菌体 DNA 等），扩增相同数量的靶
序列时，需要的模板量也是不同的。最后，不同的模板靶序列的长度，扩增效
果也不相同，一般以 200-1000 bp最佳，过长或过短都容易导致特异性和保真性
降低。 
（2）引物 
        PCR 反应所需的引物是根据靶序列的碱基组成设计合成的，其设计应遵循
一定的原则，与模板精确互补，避免引物二聚体的形成[15]。引物的设计应考
虑以下几个方面：（1）碱基组成。G-C 含量应在 50 %左右，不同碱基分布均匀，
避免出现碱基堆积现象；（2）长度适宜。一般与模板互补的区域长度要求 18-30 
bp，上下游引物长度差异不大于 3 nt；（3）引物的特异性。引物与模板上其它
序列同源性不大于 70 %或无连续 8个碱基同源；（4）熔解温度。上下游引物的
理论 Tm 值应相近，差别不大于 5 ˚C；（5）3’末端特性。引物 3’端是聚合的起
点，极为关键，应保证与模板准确互补，最佳选择为 G和 C，因为 G-C相对于
A-T 更为稳定。不过，有时候出于特殊目的的需要，也会有意引入错配碱基，
如突变 PCR，因此要在明白实验目的的前提下进行引物的设计。另外，对引物
的浓度也有严格的要求，引物浓度过低会导致产量低，过高则会影响 PCR 的特
异性和保真性，增加引物二聚体等，通常引物量为靶序列十倍为宜。最后，应
该根据引物的碱基组成设定退火温度。 
（3）缓冲液系统 
目前最常用的缓冲系统为 Tri-HCl（pH 8.8）缓冲体系，体系中含有 KCl 
（NaCl）、MgCl2、Tween20、小牛血清蛋白（Albumin bovine serum, BSA）等。
在不同的实验条件下（如模板、引物浓度等），为了达到不同的实验效果，往往
需要对缓冲体系作细微的调整。其中，二价阳离子是缓冲体系中最重要的无机
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物，与 DNA 聚合酶的活性呈正相关，即低浓度会显著减少目标产物的扩增，
高浓度则会造成非特异性产物的扩增增加。一般而言，Mg2+最优，Mn2+次之，
Ca
2+最差，因此 Mg2+是最常用的二价金属阳离子[16]。此外，体系中模板 DNA、
引物、dNTP中的磷酸基团也能与游离 Mg2+结合，从而降低 Mg2+浓度[17, 18]，
因此应该根据具体情况来确定体系中 Mg2+的最适浓度，最好先做 Mg2+浓度的
梯度探索实验。 
（4）耐热的 DNA聚合酶 
耐热 DNA 聚合酶的发现对推进 PCR 的发展具有里程碑的意义，该酶能经
受 95 ˚C 的高温而不变性，是推动 PCR 反应进行的促进剂，在反应过程中能稳
定存在。研究表明，低浓度的 DNA 聚合酶会使得反应产率降低，而高浓度的
酶则可能引起非特异性扩增增强[19]，甚至抑制目的产物的合成[20]。因此，为
保证 PCR的效果，反应体系中应加入适量的酶，通常催化一个 25 μL的 PCR体
系需要的酶量约为 1 U-2.5 U。此外，酶的种类也是影响 PCR 的重要因素，目
前最常用的 Taq pol 是从嗜热杆菌的菌珠中分离得来的，是聚合酶 A 家族的代
表，由于不具有 3’-5’外切酶活性，其酶促反应特点是效率高，但保真性略低。
而 B家族的代表酶类 Pfu pol则具有修正功能，保真度高。有时为了实验的需要，
也会对现有酶进行改造，如 Barnes 等[21]设计合成了一种冷敏感的突变 Taq pol，
其 N 末端被删除，该酶在 65 ˚C 以下活性降低，但升温能恢复活性，且能耐受
95 ˚C高温。除了使用单一酶类外，将不同种类的酶混合使用也是一个很好的改
良方法。 
（5）PCR的反应温度与时间 
        PCR 就是一个重复变性-退火-延伸的过程，整个过程完全受温度的控制。
首先，变性温度取决于模板的 G-C含量及酶的稳定性 ，G-C含量越高、酶越稳
定变性温度越高，而时间的设定应考虑 DNA 分子的长度，DNA 分子越长，相
应所需解链和延伸的时间也就越长。退火的温度和时间则取决于引物的碱基组
成和长度，一般来说，G-C 含量越低、长度越短的引物，退火温度就越低，若
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